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10 VIRUS AUXILIAIRES POUR LA PREPARATION DE 

VECTEURS VIRAUX RECOMBINANTS 

La presente invention conccme de nouveaux vecteurs auxiliaires (helper en anglais) 
permettant de complementer des vecteurs viraux recombinants defectifs, qui 

15 presentent la caracteristique d'etre pourvus de sequences de recombinaison 
reconnues par une recombinase. Elle a egalement pour objet une cellule de 
complementation exprimant la recombinase ainsi qu'une methode de preparation des 
vecteurs viraux recombinants sous forme de panicules virales infectieuses permettant 
le iransfert et Texpression de genes d'interet dans une cellule ou un organisme bote. 

20 L'invention presente un interet tout particulier pour des perspectives de therapie 
genique, notamment chez Thomme. 

La possibilite de traiter les maladies humaines par therapie genique est passee en 
quelques annees du stade des considerations theoriques a celui des applications 

25 cliniques. Le premier protocole applique a I'homme a ete initie aux Etats Unis en 
septembre 1990 sur un patient genetiquement immunodeficient en raison d'une 
mutation afFectant le gene codant pour TAdenine Desaminase (ADA). Le succes 
relatif de cette premiere experimentation a encourage le developpement de nouveaux 
protocoles de therapie genique pour diverses maladies genetiques ou acquises 

30 (maladies infectieuses et notamment virales comme le SIDA ou cancers). La grande 
majorite des protocoles decrits jusqu'a present met en oeuvre des vecteurs viraux 
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pour transferer et exprimer le gene therapeutique dans les cellules a traiter. 

L'interet des adenovirus i titre de vecteurs de therapie genique a deja ete evoque 
dans de nombreux documents de Tart anterieur. En effet. ies adenovirus ont un large 
5 spectre d'hotes, sont peu pathogenes et ne presentent pas les inconvenients lies aux 
retrovirus puisqu*ils sont non-integratifs et se repliquent egalement dans les cellules 
quiescentes. A titre indicatif, leur genome est constitue d*une molecule d*ADN 
lineaire et bicatenaire d'environ 36 kb portant des regions agissant w cis (ITR 5* et 
region d'encapsidalion en 5' du genome viral et ITR 3') et de plus d'une trentaine de 
10 genes, a la fois des genes precoces necessaires a la replication virale et des genes 
tardifs de structure (voir Figure I). 

Les genes precoces sont repartis en 4 regions dispersees dans le genome adenoviral 
(El a E4 ; E pour early signifiant precoce en anglais). Elles comportent 6 unites 
15 transcriptionnelles qui possedent leurs propres promoteurs. Les genes tardifs (LI a 
L5 ; L pour late signifiant tardif en anglais) recouvrcnt en partie les unites de 
transcription precoces et sont, pour la plupart, transcrits a partir du promoteur 
majeur tardif MLP (pour Major Late Promoter en anglais). 

20 A rheure actuelle, tous les vecteurs adenoviraux utilises dans les protocoles de 
therapie genique sont depounrus de la majeure partie de la region El essentielle a 
la replication, afin d'eviter leur dissemination dans renvironnement et Torganisme 
hote (vecteurs de premiere generation). Cette deletion rend le genome viral deficient 
pour la replication. Cependant, les virus EV peuvent etre propages dans une lignee 

25 cellulaire qui complemente la fonction El pour generer une particule virale 
infectieuse. On utilise couramment la lignee 293, etablie a partir de cellules de rein 
embryonnaire humain, dans le genome de laquelle est integree I'extremite 5' gauche 
de Tadenovirus de type 5 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72). 

30 La plupart des vecteurs adenoviraux de I'art anterieur comportent des deletions 
supplementaires. Certaines ont ete introduites dans la region E3 dans le but 
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d'accroitre les capacites de clonage mais ne necessitent pas d'etre complementees 
dans la mesure ou la region E3 est non essentielle a la replication. Plus recemment, 
des vecteurs de seconde generation ont ete proposes dans la litterature. lis 
conservent les regions en cis (ITRs et sequences d'encapsidation) et comportent des 
5 deletions internes importantes visant a supprimer Tessentiel des genes viraux dont 
I'expression peut etre responsable de reponses inflammatoires chez I'hote. A cet 
egard, un vecteur minimal deficient pour la totalite des regions virales codantes 
represente une alternative de choix. 

1 0 Les techniques de preparation des vecteurs adenoviraux sont largement decrites dans 
la litterature. Dans un premier temps, le genome complet est constitue par 
recombinaison homologue dans la lignee 293 (voir notamment Graham et Prevect, 
1991, Methods in Molecular Biology. Vol 7, Gene Transfer and Expression 
Protocols ; Ed E. J. Murray, The Human Press Inc, Clinton, NJ) ou dans 

15 Escherichia coli (technique decrite dans la demande franfaise No 94 14470). 

II est ensuite necessaire de propager le vecteur afin de constituer un stock de 
particules virales le contenant. Cette etape de production est critique et doit 
permettre d*atteindre des titres eleves en particules infectieuses pour pouvoir 

20 envisager un developpement a grande echelle en vue de la preparation de lots 
cliniques. Si les vecteurs adenoviraux de premiere generation peuvent etre propages 
relativemenl facilement dans la lignee cellulaire 293, seule lignee de 
complementation decrite a ce jour et capable rfexprimer efficacemenl El, tel n'est 
pas le cas des vecteurs de seconde generation. En effet, selon le meme principe de 

25 base, un tel vecteur doit etre complemente pour les fonctions essentielles qu'il ne 
peut exprimer. 

La complementation peut etre fournie V/; iram'* par la lignee cellulaire employee 
(designee lignee cellulaire de complementation). II est alors necessaire de disposer 
30 de nouvelles lignees complementant plusieurs fonctions virales essentielles (El et 
E2, El et E4 ou El, E2 et E4). Cependant, les di verses tentatives realisees jusqu'a 
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present laissent penser i|ue la co-expression de plusieurs regions adenovirales est 
potentiellement toxique, de sorte que la lignee risque de ne pas etre optimale en 
terme de capacite de croissance ct rendement en particules virales, ces deux criteres 
etant indispensables a une exploitation industrielle. 

5 

Une autre alternative repose sur remploi d*un element viral supplementaire, appele 
"virus auxiliaire" introduit dans la lignee en meme temps que le vecteur adenoviral 
(systeme a deux composantes). A ITieure actuelle, on utilise couramment un 
adenovinis delete de la region El capable de synthetiser les produits d'expression des 
10 autres regions adenovirales. La co-transfection d'un tel virus auxiliaire et d'un 
vecteur adenoviral dans la lignee 293 permet la formation de particules virales. 

Cependant, un inconvenient majeur de cette methode est que les cellules produisent 
une population mixte de particules virales, les unes comportant le vecteur 

1 5 recombinant et les autres le virus auxiliaire. En pratique, les preparations contiennent 
majoritairement des particules virales de virus auxiliaire, la contamination pouvant 
atteindre et meme depasser 90%. La presence du virus auxiliaire n'est pas 
souhaitable dans le cadre d*une iherapie appliquee a Thomme et, de ce fait, necessite 
la mise en oeuvre de techniques physiques de separation lourdes et couteuses, telles 

20 que I'ultracentrifijgation. De plus, cette technologic est peu adaptee a la production 
de vecieurs de structure complexe, tels que les vecteurs de seconde generation, dans 
la mesure ou, tres souvent, le virus auxiliaire presente un avantage selectif 
(replication plus rapide). 

25 Le probleme non resolu a ce jour de la production de particules de vecteur 
adenoviral recombinant a un titre eleve fait obstacle au developpement de la therapie 
genique. 

On a maintenant construit un nouveau virus auxiliaire par insertion de repetitions 
30 directes de part et d'autre de la region d'encapsidation. Uaction d'une recombinase 
les reconnaissant entralne I'excision du materiel genetique situe entre celles-ci. Cette 



wo 97/05255 



PCT/FR96/01200 



.5- 

deletion n*a pas dc consequence notable sur I'expression des genes viraux mais limite 
Pencapsidation du virus auxiliaire dans une particule virale. Ainsi, la mise en oeuvre 
du precede a deux compbsantes precedemment decrit dans une lignee cellulaire 
exprimant la recombinase, permettra de produire des preparations enrichies en 
5 particules de vecteur adenoviral d'interet. 

La presente invention decoule de la mise au point d'une technique genetique basee 
sur Temploi de sequences de recombinaison et d*une recombinase pour produire 
majoritairement le vecteur viral recombinant et limiter la contamination par le virus 

10 auxiliaire. Le but de la presente invention est de mettre a la disposition du public un 
nouveau virus auxiliaire capable d'exprimer les genes qu'il porte (c'est a dire apte a 
exercer sa fonction de trans-complementation) mais incapable d'etre propage en 
presence d'une recombinase. La solution apportee par la presente invention combine 
securite d'emploi (preparation enrichie en vecteur viral recombinant), simplicite 

15 (production dans une lignee cellulaire conventionnelle en presence de recombinase) 
et efficacite ( titre eleve compatible avec les besoins industriels). Elle est tout 
particulieremeni adaptee a la production de vecteurs adenoviraux de seconde 
generation, 

20 Cest pourquoi la presente invention a pour objet un virus auxiliaire pour la 
production d'un vecteur viral recombinant defectif pour la replication, caracterise en 
ce qu*il comprend une premiere sequence de recombinaison en 5' et une seconde 
sequence de recombinaison en 3' d'une region essentielle a la propagation dudit virus 
auxiliaire ; lesdites sequences de recombinaison etant reconnues par une 

25 recombinase. 

Le terme "virus auxiliaire" designe un vecteur capable de trans-complementer en 
totalite ou en partie un vecteur viral recombinant defectif pour la replication. II est 
done capable de produire au moins un polypeptide, precoce et/ou tardif, que le 
30 vecteur recombinant ne peut lui-meme produire et qui est necessaire a la constitution 
d'une particule virale. "En totalite" signifie que le virus auxiliaire "est apte a 
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complementer rensemWe du genome viral essentiel a ia replication dont le vecteur 
viral recombinant est depourvu et "en partie" signifie que la complementation est 
limitee a une partie des fonctions defectives. 

5 Dans le cadre de la presente invention, un virus auxiliaire derive aussi bien d'un virus 
naturel tel que trouve dans la nature que d'un virus dont le genome comporte des 
modifications par rapport a celui du virus parental dont il est issu. Ces modifications 
peuvent avoir ete introduites in vitro par les techniques du genie genetique. Elles 
peuvent etre diverses (deletion, mutation et/ou addition d'un ou plusieurs 
1 0 nucleotides) et localisees dans les regions codantes du genome viral ou en dehors de 
celles-ci. La modification peut, par exemple, permettre d'inactiver un ou plusieurs 
gene(s) essentiel(s) a la replication virale dans le but de le rendre egalement defectif 
c'est a dire incapable de replication autonome. 

1 5 Les adenovirus humains de serotype C et, plus particulierement, de type 2, 5 ou 7 
representent des virus paniculiercment preferes dans le cadre de rinvention. 
Cependant, on peut egalement avoir recours a d'autres adenovirus, notamment 
d'origine animale (canine, bovine, murine, aviaire, ovine, porcine ou simienne). On 
peut citer plus particulierement les adenovirus canins CAV-I ou CAV-2, aviaires 

20 DAV ou encore bovins Bad de type 3 (Zakharchuk et al., 1993, Arch. Virol., 128, 
171-176 ;Spibey et Cavanagh, 1989, J. Gen. Virol., 70, 165-172 ; Jouvenne et al., 
1987, Gene, 60, 21-28 ;Mittal et al.;i995, J. Gea Virol., 76, 93-102). Mais, il peut 
aussi etre interessant de disposer d'un virus auxiliaire derivant d'un poxvirus (virus 
de la vaccine, fowlpox, canaiypox....), retroviais, virus de I'herpes, cytomegalovirus, 

25 virus associe a I'adenovirus (AAV) ou encore a d'un virus hybride comportant des 
fragments de differentes origines. 

La caracteristique du virus auxiliaire selon Tinvention est qu'il comprend au moins 
deux sequences de recombinaison inserees en 5' el en 3* d'une sequence essentielle 
30 a sa propagation. Une sequence essentielle designe tout ou partie d'un gSne viral, des 
elements necessaires a I'expression comme un promoteur ou, de maniere preferee, 
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des element agissant ends (ITR, LTR, sequence d'encapsidation...). A titre indicatif. 
les premiere et/ou seconde sequences de recombinaison peuvent etre positionnees 
a rinterieur ou immediatement en 5' et 3* de la region essentielle jusqu'a plusieurs 
lOOaines depb. 

5 

Au sens de la presente invention, une "sequence de recombinaison" est constituee 
par une sequence d'acide nucleique (ADN ou ARN) reconnue par une recombinase 
capable d'induire un evenement de recombinaison. Habituellement, une sequence de 
recombinaison a au moins 10 paires de base (pb), avantageusement de 15 a 80 pb, 

1 0 de preference de 20 a 60 pb et, de maniere tout a fait preferee , de 30 a 50 pb. Selon 
un mode de realisation avantageux, un virus auxiliaire selon I'invention comprend 
deux copies d*une sequence de recombinaison identiques ou etroitement apparentees 
(au moins 70% d*identite de sequence et, de maniere preferee au moins 90%). Cest 
pourquoi on parlera de repetitions de sequences. A cet egard. la repetition peut etre 

1 5 inversee (les deux sequence de recombinaison presentes dans le virus auxiliaire ont 
une orientation reverse Tune par rapport a Tautre, Tune etant dans le sens 5* vers 3' 
et Tautre 3' vers 5*) ou directe (meme orientation 5' vers 3* ou 3* vers 5*). On 
preferera ce second cas de figure. 

20 La recombinaison s'accompagne d*un appariement des sequences de recombinaison, 
d'un clivage d'une sequence cible a leur niveau et d*une ligation des extremites dives. 
L'enzyme capable de promouvoir la recombinaison est designee "recombinase". La 
recombinaison entre des repetitions directes conduit a Texcision des sequences 
comprises entre celles-ci. Par contre, la recombinaison entre des repetitions inversees 

25 entraineiinversion du materiel genetique localise entre celles-ci. 

D'une maniere generale, les sequences de recombinaison et les recombinases sont 
decrites dans la litterature accessible a Thomme de Tart. Elles peuvent etre d'une 
origine quelconque virale, phagique, procaryote ou eucaryote (levure, champignon 
30 ou meme eucaryote superieur). En outre, elles peuvent etre obtenues par les 
techniques conventionnelles de biologie moleculaire (clonage, amplification par 



wo 97/05255 PCT/FR96/01200 

"8- 

reaction de chaine (PCR pour Polymerase Chain Reaction en anglais) ou par 
synthese chimique. 

A titre d'exemples preferes, on mentionnera les sequences de recombinaison loxP 
5 (decrite dans ridentificateur de sequence SEQ ID NO: 1), FRT (SEQ ID NO; 2) et 
R (SEQ ID NO: 3) reconnues par les rccombinases CRE, FLP et R, respectivement 
(voir par exemple Tarticle de revue Kilby et al., 1993. TIG P, 4 13-420). 

Un virus auxiliaire particuiierement adapte a la presente invention est derive du 
10 genome d'un adenovirus et comprend les ITRs 5* et 3', une region d'encapsidation 
et au moins un gene viral selectionne parmi les genes des regions El, E2, E4 et Ll- 
L5 et defectif dans le vecteur adenoviral recombinant ainsi qu*une premiere sequence 
de recombinaison en 5' et une seconde sequence de recombinaison en 3* de la region 
d'encapsidation. De preference, celles-ci sont constituees par des sequences loxP 
1 5 positionnees dans la meme orientation Tune par rapport a I'autre. Selon une premiere 
variante interessante, la region d'encapsidation peut etre attenuee (capacite reduite 
a Tencapsidation) pour favoriser Tencapsidation du vecteur viral recombinant. 
L'attenuation peut etre obtenue par deletion d'une partie de la region d'encapsidation. 
Les moyens d'attenuer une region d'encapsidation sont indiquees dans la demande 
20 WO 94/28152. 

Selon une seconde variante interessante, le virus auxiliaire peut inclure une cassette 
d'expression d'une recombinase, et permettant notamment une expression inductible 
ou la production d'une recombinase inactive activable selon les besoins (definie ci- 
25 apres). L'insertion a lieu dans une region appropriee du virus auxiliaire et, de 
preference, en dehors de la region localisee entre les sequences de recombinaison. 

Selon un mode de realisation particuiier destine a renforcer I'aspect securite, un virus 
auxiliaire selon I'invention peut comprendre une premiere sequence de recombinaison 
30 et une seconde sequence de recombinaison en 5' et en 3* de plusieurs regions 
essentielles a sa propagation. Pour des raisons de simplicite de mise en oeuvre, on 
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preferera le cas ou les sequences de recombinaison sont identiques ou apparentees 
de maniere a etre reconnues par une meme recombinase. 

La presente invention a egalement trait a une lignee cellulaire de complementation 
5 comprenant un fragment d'ADN codanl pour une recombinase. Elle peut etre 
generee a partir de diverses lignees cellulaires par introduction de portions 
appropriees du genome viral et du fragment en question. On prefere tout 
particulierement une lignee capable de complementer la fonction El et/ou E4 d'un 
adenovirus. On mentionnera les lignees 293 (Graham, 1977, supra) et 1653 (decrite 
10 dans la demande WO 94/28152) modifiees par I'introduction du fragment d'ADN 
codant pour une recombinase. 

Tous les moyens standards pour introduire un acide nucleique dans une cellule 
peuvent etre employes dans le cadre de la presente invention (vecteur synthetiqiie, 

15 viral, plasmide , ADN nu...). Bien entendu, ledit fragment d'ADN peut etre iniegre 
dans le genome cellulaire ou rester a Tetat d'episome. Aux fins de ia presente 
invention, il peut comprendre les elements necessaires a son expression. II s'agira, 
de preference, d'elements conferant une expression inductible en reponse a un 
inducteur. De tels elements sont connus de Thomme du metier. On peut citer, a titre 

20 indicatif, les promoteurs inductibles par les metaux (promoieur du gene de la 
meiallothioneine), par les hormones (promoteur comprenant des elements repondant 
aux glucocorticoides GRE, aux progesterones PRE, aux oestrogenes ERE...), par 
des inducteurs viraux (promoieur comprenant la sequence TAR ou RRE repondant 
respectivement a la proteine TAT ou REV du virus de rimmunodeficience humaine 

25 VIH) ou par divers inducteurs cellulaires (promoteur comprenant la sequence UAS- 
Gal4 (pour Upstream Activating Sequence Gal4) repondant a Gal4 ou les operateurs 
de I'operon bacterien tetracycline repondant positivement au trans-activateur 
tetracycline tTA. 

30 Par ailleurs, un fragment d'ADN en usage dans la presente invention, code pour une 
recombinase capable de reconnaitre les sequences de recombinaison presentes dans 
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un virus auxiliaire sefon rinvention. On prefere employer une recombinase 
selectionnee parnii le groupe constitue par CRE, FLP et R. Cependant, il est 
egalement possible d'avoir fecours a un fragment d'ADN codant pour un homologue 
d'une recombinase dont la sequence est modifiee par rapport a la sequence native 
5 mais exerfant une fonction similaire ou amelioree. Ces modifications peuvent 
resulter de la deletion, addition ou substitution d*un ou plusieurs nucleotide(s). II 
peut egalement s'agir d'une proteine hybride resultant de la fusion de polypeptides 
d'origines diverses, notamment d*un polypeptide ayant une activite de recombinase 
et I'autre d'un domaine de liaison. Une recombinase particulierement adaptee a la 
10 presente invention est constituee par une proteine hybride, designee CRE-ER, 
resultant de la fusion de la recombinase CRE et du domaine de liaison au ligand du 
recepteur oestrogene humain ; (Metzger et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
92). Celle-ci en tant que telle est inactive et son activite biologique est activee en 
presence d'un ligand hormonal comme Toestradiol. 

15 

L'invention conceme egalement un precede pour preparer une particule virale 
comprenant un vecteur viral recombinant, qui comprend les etapes suivantes ; 

(a) Preparer un vecteur viral recombinant deficient pour la replication ; 

(b) Preparer un virus auxiliaire selon Tinvention ; 

20 (c) Introduire le vecteur viral recombinant et le virus auxiliaire dans une 

lignee cellulaire appropriee ; 

(d) Cultiver ladite lignee cellulaire dans des conditions appropriees pour 
permettre la production de la panicule virale en presence d'une 
recombinase fonctionnelle capable de reconnaitre lesdites premiere et 

25 seconde sequences de recombinaison% et 

(e) Recuperer la particule virale dans la culture cellulaire. 

Au sens de la presente invention, un vecteur viral recombinant defect if derive d'un 
virus dans le genome duquel certaines sequences ont ete deletees, rendues non 
30 fonctionnelles, mutees ou encore substituees par d'autres sequences et, plus 
particulierement, un fragment d'ADN heterologue (normalement non present dans 
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le virus parental). L'insertion a lieu dans una region appropriee du genome viral, de 
maniere a permettre son expression dans une cellule hote. Une cellule hote est 
constituee par toute cellule eucaryote infectable par une particule virale contenant 
iedit vecteur viral recombinant. 

5 

Le fragment d*ADN heterologue en usage dans la presente invention, peut etre issu 
d'un organisme eucaryote, d*un procaryote ou d'un virus autre que celui dans lequel 
il est insere, II peut etre isole par toute technique conventionnelle dans le domaine 
de Tart, par exemple par clonage, PCR ou synthese chimique. II peut s'agir d'un 

10 fragment de type genomique (comportant tout ou partie de Tensemble des introns), 
de type ADN complementaire (ADNc, depourvu d'iniron) ou de type mixte 
(comportant tout ou partie d*au moins un intron). Par ailleurs, il peut coder pour un 
ARN antisens et/ou un ARN messager (ARNm) qui sera ensuite traduit en 
polypeptide d'interet ceiui-ci pouvant etre (i) intracellulaire, (ii) membranaire present 

15 a la surface de la cellule hote ou (iii) secrete dans le milieu extericur. En outre, il 
peut s'agir dHjn polypeptide tel que trouve dans la nature (natif) ou d'une portion de 
celui-ci (tronque) ou egalement d*un polypeptide chimere provenant de la fusion de 
sequences d'origines diverses ou encore mute et presentant des proprietes 
biologiques ameliorees ou modifiees. 

20 

Dans le cadre de la presente invention, il peut etre avantageux d'uliliser un fragment 
d'ADN codant pour une cytokine (interleukine dont riL-2, interferon, facteur 
stimulateur de colonies...), un recepteur cellulaire ou nucleaire, un ligand, un facteur 
de coagulation (Facteur VU, Facteur VIII. Facteur IX...), la proteine CFTR (Cystic 

25 Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator en anglais), Tinsuline, la 
dystrophine, une hormone de croissance, une enzyme (urease renine, thrombine...), 
un inhibiteur d'enzyme (inhibiteur d'une protease virale, al-antitrypsine....), un 
polypeptide a effet antitumoral (produit de genes supresseurs de tumeurs, 
polypeptide stimulant le systeme immunitaire....), un polypeptide capable d'inhiber 

30 ou ralentir le developpement d*une infection bacterienne, virale ou parasitaire 
(polypeptide antigenique, variant trans-dominant...), un anticorps, une toxine, une 
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immunotoxine et enfin on marqueur (luciferase, P-galactosidase, produit conferant 
la resistance a un antibiotique...). Bien entendu, cette liste n'est pas limitative et 
d*autres genes peuvent egalement etre employes. 

5 Avantageusement, le fragment d'ADN heterologue est place sous le controle des 
elements necessaires a son expression dans la cellule hole. Par "elements 
necessaires", on designe Tensemble des elements permettant la transcription dudit 
fragment d'ADN en ARN (ARN antisens ou ARNm) et la traduction de TARNm en 
polypeptide. Ces elements comprennent un promoteur regulable ou constitutif, 
1 0 lequei peut etre heterologue ou au contraire homologue au virus parental. On peut 
citer, a titre d'exemples, le promoteur du gene PGK (Phospho Glycerate Kinase) 
humain du murin, le promoteur precoce du virus SV40 (Simian Virus), le LTR du 
RS V (Rous Sarcoma Virus), le promoteur TK (Thymidine Kinase) du virus HS V- 1 
(Herpes Simplex Virus) et les promoteurs adenoviraux El A et MLP. Les elements 
15 necessaires peuvent/ en outre, inclure des elements additionnels (sequence 
intronique, sequence signal de secretion, sequence de localisation nucleaire, site 
d'initiation de la traduction, signal poly A de terminaison de la transcription...), Bien 
qu*il ne s'agisse pas d'une variante preferee, on indique que le vecteur viral peut 
egalement compoaer un fragment d'ADN codant pour la recombinase. 

20 

II est a la portee de Thomme du metier de generer un vecteur viral recombinant en 
usage dans la presente invention. II saura bien evidemment adapter la technologic en 
fonction des donnees specifiques (type de vecteur, fragment d'ADN heterologue...) 
Selon une variante preferee, les vecteurs susceptibles d'etre mis en oeuvre dans le 
25 cadre de la presente invention, sont des vecteurs adenoviraux recombinants defectifs 
pour Tensemble des fonctions virales ou encore toutes les fonctions a Texception de 
E4. De tels vecteurs sont decrits dans la demande Internationale WO 94/28 1 52. 

On obtient un virus auxiliaire selon Tinvention par insertion dans un genome viral 
30 d'une premiere et d'une seconde sequence de recombinaison de part et rfautre d'une 
region essentielle a la replication et, de preference de la region d'encapsidation celle- 
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ci pouvant etre attenuee'ou non. Uhomme du metier connalt les regions essentielles 
a la replication d'un vims et est apte a realiser une telle construction en appliquant 
les techniques classiques de biologic moleculaire. Selon la variante mentionnee 
precedemment, il peut egalement comprendre un fragment d'ADN codant pour une 
5 recombinase et, notamment, Thybride CRE-ER. Selon un mode de mise en oeuvre 
preferentiel, un virus auxiliaire selon i'invention et le vecteur viral recombinant dont 
il permet la production, derivent du meme virus parental et, de maniere tout a fait 
preferee, d'un adenovirus. 

10 Apres Tetape de construction proprement dite, le virus auxiliaire et le vecteur viral 
recombinant sont introduits dans une lignee cellulaire appropriee. Tous les moyens 
standards pour introduire un acide nucleique dans une cellule peuvent etre utilises 
dans le cadre de la presente invention, par exemple la transfection, Telectroporation, 
la microinjection, la lipofection, Tadsorption et la fusion de protoplastes. On indiquc 

15 qu'ils peuvent etre co-introduits (fafon concommittante) ou introduits de maniere 
separee (le virus auxiliaire selon Tinvention prealablement ou posterieurement au 
vecteur viral recombinant). 

Bien que toute lignee cellulaire puisse etre employee dans le cadre de la presente 
20 invention, on prefere notamment une lignee de complementation. On aura recours 
a une lignee de I'art anterieur (293, 1653...) lorsqu'on met en oeuvre un vecteur viral 
recombinant ou un virus auxiliaire comprenani le fragment d'ADN codant pour la 
recombinase. En revanche, lorsque ce n*est pas le cas, on utilisera une lignee 
cellulaire de complementation selon Tinvention. 

25 

Apres la transfection, la lignee cellulaire est cultivee dans des conditions appropriees 
pour pemiettre la production de particules virales. Un precede selon I'invention peut, 
en outre, comprendre une etape d'amplification prealablement a Tetape de culture en 
presence de la recombinase fonctionnelle. Cette etape a pour but d'augmenter les 
30 quantites de virus auxiliaire et de vecteur viral recombinant afin d*ameliorer les 
rendements. Elle peut etre realisee par culture dans toute lignee permissive ou dans 
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la lignec appropriee en usage dans la presente invention avant Tajout, I'cxpression ou 
Tactivation de la recombinase. 

Cette premiere etape de culture est suivie d'une seconde realisee en presence d'une 
5 recombinase fonctionnelle capable de reconnajtre lesdites premiere et seconde 
sequences de recombinaison. Dans le cadre du precede selon Tinvention, celle-ci 
peut etre ajoutee a la culture celiulaire, par exemple sous forme substantiellement 
pure. Toutefois, selon une autre variante tout a fait preferee et deja evoquee, la 
recombinase est produite par Tun des constituants du procede selon Tinvention, a 
10 savoir le vecteur viral recombinant ou de maniere preferee, le virus auxiliaire ou la 
lignee cellulaire. Une fois produite sous forme fonctionnelle, la recombinase 
provoquera Texcision de la region essentielle du virus auxiliaire localisee entre les 
sequences de recombinaison, dans le but d'empecher ou de reduire sa propagation. 

15 Par ailleurs. lorsqu'on met en beuvre une recombinase dont Texpression est 
inductible par un inducteur ou la proteine hybride CRE-ER dont Tactivite biologique 
est dependante d'un ligand hormonal, I'etape de culture en presence de la 
recombinase fonctionnelle est realisee par I'ajout dans le milieu de culture de 
rinducteur ou du ligand. 

20 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux destine a renforcer la securite d'un 
procede selon I'invention, le virus auxiliaire et le vecteur viral recombinant sont 
defectifs et peuvent se complementer reciproquement, en totalite ou en partie, Une 
variante interessante consiste a employer (i) un adenovirus auxiliaire selon Tinvention 

25 defectif pour les fonctions EI et E4 et comprenant les sequences loxP en 5* et en 3' 
de la re^on d*encapsidation, (attenuee ou non) (ii) un vecteur recombinant defectif 
pour toutes les fonctions a Texception de E4 et (iii) une lignee cellulaire 293 
produisant la recombinase hybride CRE-ER. Selon une autre alternative 
avantageuse, un procede selon Tinvention met en oeuvre (i) un adenovirus auxiliaire 

30 selon I'invention defectif pour les fonctions El et E4, comprenant les sequences loxP 
en 5' et en 3' de la region d'encapsidation (attenuee ou non) et produisant la 
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recombinase hybride CRE-ER,(ii) un vecteur recombinant defectif pour toutes les 
fonctions a Texception de E4 et (iii) une lignee cellulaire conventionnelle 293. 

Les particules virales sont recuperees de la culture cellulaire, du milieu ou apres lyse 
5 des cellules. Avantageusement, un precede selon Tinvention comprend une eiape 
supplementaire de purification des particules de vecteur viral recombinant. Bien que 
le choix de la techruque soit large et a la portee de Thomme du metier, on peut citer 
plus particulierement Tultracentrifiigation sur gradient de chlorure de cesium ou de 
sucrose. 

10 

Enfm, rinvention vise egalemenl un procede pour preparer une particule virale 
comprenant un vecteur viral recombinant par le moyen d'un virus auxiliaire, selon 
lequel le rapport particules virales de vecteur adenoviral recombinant sur celles de 
virus auxiliaire est superieur a 50%, avantageusement superieur a 60%, de 
15 preference, superieur a 70% et, de maniere tout a fait preferee, superieur a 80%. 

L'invention a egalement trait a une particule de vecteur viral recombinant obtenue 
par un procede selon invention ainsi qu'a une cellule eucaryote hote selon 
l'invention. Ladite cellule bote est avantageusement une cellule de mammifere ei, de 
20 preference, une cellule humaine et peut comprendre ledit vecteur sous forme iniegree 
dans le genome ou non integree (episome). II peut s'agir d'une cellule primaire ou 
lumorale d'une origine hematopoietique (cellule souche totipotente, leucocyte, 
lymphocyte, monocyte ou macrophage...), musculaire, pulmonaire, tracheale, 
hepatique, epitheliale ou fibroblaste. 

25 

L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique comprenant a 
titre d'agent therapeutique ou prophylactique, une particule de vecteur viral 
recombinant obtenue par un procede selon {'invention ou une cellule eucaryote bote 
selon l'invention, en association avec un support acceptable d'un point de vue 
30 pharmaceutique. La composition selon l'invention est en particulier, destinee au 
traitement preventif ou curatif de maladies telles que : 
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des maladies geneliques (hemophilie, mucoviscidose, diabete ou 
myopathre, celle de Duchene et de Becker...), 

5 - des cancers, comme ceux induits par des oncogenes ou des virus, 

des maladies virales, comme I'hepatite B ou C et le SIDA (syndrome 
de I'immunodeficience acquise resultant de Tinfection par le VIH), et 

10 - des maladies virales recurrentes, comme les infections virales 

provoquees par le virus de Therpes. 

Une composition pharmaceutique selon invention peut etre fabriquee de maniere 
conventionnelle. En particulier, on associe une quantite therapeutiquement efiicace 
1 5 d'un agent therapeutique ou prophylactique a un support tel qu'un diluant. Une 
composition selon !*invention peut etre administree par aerosol, par voie locale ou 
encore systemique. Les voies d'administration envisageables dans le cadre de la 
presente invention peuvcnt etre intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, 
intramusculaire, intraveineuse, intraperitoneal^ intratumorale, intrapulmonaire, 
20 nasale ou intratracheale. L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee 
une ou plusieurs fois apres un certain delai d'intervalle. La voie d^administration et 
le dosage appropries varieni en fonction de divers parametres, par exemple, de 
liidividu ou de la maladie a traiter ou encore du ou de^ gene(s) recombinant(s) a 
tn-nsferer. En particulier, les particules virales selon Tinvention peuvent etre 
25 fo-TTiulees sous forme de doses comprises entre 10^ et 10" ufp (unites formant des 
pir ges), avantageusement 10^ et lO'^ ufp et, de preference, 10^ et lO" ufp. La 
foimulation peut egalement inclure un adjuvant acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. 

30 Enfin. la presente invention est relative a Tusage therapeutique ou prophylactique 
d'une particule de vecteur viral recombinant obtenue par un procede selon I'invention 
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ou d'une cellule eucaryote bote selon finvention pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement du corps humain ou animal et, preferentiellement, par therapie 
genique. Scion une premiere possibility, !e medicament peut etre administre 
directement /// vivo (par exemple dans une tumeur accessible, dans les poumons par 
5 aerosol...)- On peut egalement adopter I'approche cx vivo qui consiste a prelever des 
cellules du patient (cellules souches de la moelle osseuse, lymphocytes du sang 
peripherique, cellules musculaires...), de les transferer ou infecter hi vitro selon les 
techniques de Tart et de les readminister au patient. 

10 ^invention s'etend egalement a une methode de traitement selon laquelle on 
administre une quantite therapeutiquement efficace d'une particule de vecteur viral 
recombinant obtenue par un procede selon I'invention ou d*une cellule eucaryote bote 
selon rinvention a un patient ayant besoin d'un tel traitement. 

15 La presente invention est plus completement decrite en reference aux Figures 
suivantes et a Taide des exemples suivams. 

La Figure 1 est une representation schematique du genome de Tadenovirus humain 
de type 5 (represente en unites arbitraires de 0 a 100), indiquant Femplacement des 
20 differents genes. 

La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG470I dans lequel la 
region 5' gauche de Tadenovirus 5 est modifie par rinsertion de repetitions directes 
LoxP de part et d'autre (en position 161 et 460) de la region d'encapsidation (psi). 

25 

La Figure 3 est une representation schematique du vecteur pTG8595 delete des 
regions EI, E3 et E4 et comportant une cassette d'expression du gene LacZ controle 
par le promoteur MLP et une sequence poIyA (pA). 



30 



La Figure 4 est une representation schematique du vecteur pTG4707 delete des 
regions El, E3 et E4 et comprenant deux repetitions directes LoxP de part et d'autre 
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de la region d*encapsidation psi. 

La Figure 5 est une representation schematique du vecteur pTG4662, vecteur 
adenoviral recombinant delete des regions El et E3 et portant la meme cassette 
5 LacZ que pTG8595. 

La Figure 6 est une representation schematique du vecteur pTG4667 vecteur 
adenoviral recombinant delete des regions El, E3 et des ORFs 1 a 4 de E4 et portant 
la meme cassette LacZ que pTG8595. 

10 

La Figure 7 est une representation schematique du vecteur pTG4702 qui derive du 
vecteur precedent par insertion d'une cassette d'expression de la proteine hybride 
CRE-ER (indiquee ere et hER) a la place de celle de LacZ. 

15 EXE MP LES 

Les exemples suivants nlllustrent qu'un mode de realisation de la presente invention. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques generales 
20 de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et al., (1 989, 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. 
Les etapes de clonage mettant en oeuvre des plasmides bacteriens sont realisees dans 
la soucht Escherichia coli colij 5K (Hubacek et Glover, 1970, J. Mol. Biol. 50, 
25 111-127) ou BJ5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. J66, 557-580). On utilise 
preferentiellement cette demiere souche pour les etapes de recombinaison 
homologue. Les techniques d'amplification par PCR sont connues de Thomme de I'art 
(voir par exemple PCR Protocols-A guide to methods and applications, 1990, edite 
par Innis, Gelfand, Sninsky et White, Academic Press Inc). S'agissant de la 
30 reparation des sites de restriction, la technique employee consiste en un remplissage 
des extremites 5* protuberantes a I'aide du grand fragment de TADN polymerase I 
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d'£- coli (Klenow). 

En ce qui conceme la biologic cellulaire, les cellules sont transfectees selon les 
techniques standards bien connues de rhomme du metier. On peut citer la technique 
5 au phosphate de calcium (Maniatis et al., supra), mais tout autre protocole peut 
egalement etre employe, tel que la technique au DEAE dextran, Telectroporation, les 
methodes basees sur les chocs osmotiques, la microinjection d*une cellule 
selectionnee ou les methodes basees sur Temploi de liposomes. Quant aux conditions 
de culture, elles sont classiques sauf lorsque specific. 

10 

Dans les exemples qui suivent, on a recours aux lignees cellulaires suivantes : 

Lignee 293 derivee de rein embryonnaire humain (Graham et al, 1977, supra) 
qui resulte de I'integration dans ses chromosomes de Textremite 5' du genome 
15 de TAdS (ITRS*, sequence d'encapsidation et region El) (disponible a I'ATCC 

sous la reference 1573). 

Lignee TGI 653 (decrite dans la demande intemationale W094/28152, 
exemple 8) qui derive de la lignee 293 transformee de maniere stable par le 
20 plasmide pTG1653 portant la region E4 de rAd5 (nt 32800 a 35826) et la 

cassette d'expression du gene pac (Puromycine Acetyl- Transferase) de 
resistance a la puromycine (Morgenstern et Land, 1990, Nucleic Acids Res. 
18, 3587-3596). 

25 II est entendu que d'autres lignees cellulaires peuvent etre utilisees. 

Par ailleurs, les fragments de genome adenoviral employes dans les differentes 
constnjctions decrites ci-apres, sont indiques precisement selon leurs positions dans 
la sequence nucieotidique du genome de rAd5 telle que divulguee dans la banque de 
30 donnees Genebank sous la reference M73260. 
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FXEMPLE 1 ' Constitution d' un vims auxiliaire. 

Cet exemple decrit la construction d*un virus auxiliaire adenoviral defectif pour les 
fonctions El et E4 et comprenant une sequence de recombinaison loxP positionnee 
5 de part et d'autre de la region d'encapsidation. 

La sequence loxP est portee par les oligonucleotides oTG6374 et oTG6522 (SEQ 
ID NO: 4 et 5). Ceux-ci sont reassocies puis introduits dans le site HindlU du 
vecteur p poly II (Lathe et al.. Gene 57, 193-201), pour donner pTG4691. 

10 

Le vecteur pTG8343 provieint de I'insenion dans le vecteur p poly II d'une partie de 
Textremite 5' du genome adenoviral, a savoir les sequences s'etendant des 
nucleotides (nt) 1 a 458 et 3328 a 5788. Celui-ci est linearise par So/l et mis en 
ligation avec le fragment Sa/l-Xhol isole de pTG4691 portant la sequence loxP. On 
15 obtient pTG4695 qui comprend une sequence loxP en position 450 du genome 
adenoviral soit en 3* de la region d'encapsidation. On clone une seconde sequence 
loxP sous forme d'un fragment Smal-Pvitll purifie de pTG4691 dans le vecteur 
precedent linearise par AJTll (position 161) et traite a la Klenow, Le vecteur 
pTG4701 ainsi obtenu comporte deux repetitions directes loxP encadrant la region 
20 d'encapsidation psi (Figure 2). 

La region d'encapsidation modifiee est echangee contre son homologue genomique 
par la technique de recombinaison homologue. A cet effet, la souche E. coti est co- 
transformee avec le fragment Bgfl de pTG4701 et le vecteur pTG8595 (Figure 3) 

25 digere par C/aL Ce deniier est un vecteur adenoviral recombinant delete des regions 
El (nt 459-3328), E3 (nt 28592-30470) et E4 (nl 32800-35826) et comportant une 
cassette d'expression du gene LacZ sous le controle du promoteur MLP a la place 
de la region EI. Le vecteur recombine est designe pTG4707 (Figure 4). Apres 
transfection dans la lignee de complementation TGI 653 (El*, E4*) et amplification, 

30 les virus Ad TG4707 sont purifies sur gradient de chlorure de cesium afm de 
constituer un stock viral titrant environ 2 x 10' pfii/ml. 
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F XFMPT.F 2 • Construction d'un vecteur adenoviral re combinant produisant une 
rernmbinase, 

Cet exemple decrit la constaiction d'un vecteur adenoviral exprimant la proteine 
5 hybride CRE-ER. En absence d'oestrogene, cette derniere est produite sous une 
forme inactive mais en presence de rhormone, elle adopte une conformation active. 
Le vecteur adenoviral est depourvu de Tessentiel des regions El et E3 et de la partie 
de la region E4 autre que les ORFs 6 et 7 (Cadre de Lecture Ouvert pour Open 
Reading Frame en anglais). L*expression de ces deux genes est suffisante pour 
10 assurer la fonction E4 sans necessite de complementation (Ketner et al., 1989, 
Nucleic Acids Res. 77, 3037-3048). Deux types de vecteurs ont eie constructs. Dans 
le premier (pTG4708), le gene CRE-ER est place sous le controle du promoteur 
S V40 alors que dans le second (pTG5630), 11 est dirige par le promoteur CMV. 

15 En premier lieu, le vecteur pTG1653 portant la region E4 de TAdS (nt 32800 a 
35826 ; voir WO 94/28152), est digere par/4vrll et Bglll puis traite par la Klenow 
avant d'etre religue sur lui-meme. On obtient pTG4660 qui porte une cassette 
d'expression des ORFs 6 et 7 sous le controle du promoteur homologue E4. Celle-ci 
est introduite dans un veaeur adenoviral par recombinaison homologue. A cet effet, 

20 on choisit le vecteur pTG4662 (Figure 5) qui compoae TITR 5' et les sequences 
d'encapsidation (nt 1 a 458), une cassette d'expression du gene LacZ a la place de 
la region El et les sequences adenovirales restantes deletees de la region E3 (nt 
3329 a 27870 et 30749 a 35935). La soucheE coli BJ est co-transformee par le 
fragment Fspl-Miml issu de pTG4660 et pTG4662 digere par Swal Cet evenement 

25 de recombinaison permet de generer pTG4667 (Figure 6) dans lequel la cassette 
ORFs 6 et 7 remplace la region sauvage E4. 

A . Coiistruciion du vecieur pTG4 708 

30 En parallele, la cassette d'expression de la recombinase hybride CRE-ER est isolee 
du vecteur pCre-ER (Metzger et al., 1995, supra) sous forme d*un fragment Sail et 
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clonee dans le vecteur pTG8343 prealablement linearise par cette meme enzyme. On 
obtient pTG4699 et pTG4700 qui different par rorientation de la cassette. 

Les vecteurs pTG4702 (Figure 7) et pTG4703 sont obtenus par recombinaison 
5 homologue entre un fragment SgrAl-BsiEll purifie de pTG4699 et pTG4700 
respectivement et le vecteur adenoviral pTG4667 linearise par C/aL lls portent la 
cassette ^expression CRE-ER (orientation differente pour chacun d'entre eux) a la 
place de la region El et sont depourvus de la region E3 et des ORFs 1 a 4 de E4. lis 
sont transfectes dans les cellules 293 et 1653 afin de s'assurer que Texpression de la 
10 recombinase n'est pas toxique a la croissance cellulaire et a la multiplication virale. 

La construction d'un vecteur adenoviral, en outre, defectif pour la region E2 peut 
etre realisee a partir des constructions precedentes par traitement par Tenzyme Ascl 
et religation. On isole les clones qui ont reintegre le fragment Ascl mais en 

1 5 orientation opposee par rapport au vecteur parental. Les candidats peuvent etre 
determines par simple digestion enzymatique avec des enzymes dont les sites sont 
presents sur le fragment, par exemple BamHl et sont designes pTG4708. Cette 
inversion de I'orientation a pour but d'interrompre les unites de transcription codant 
pour E2A, la polymerase et Thexon et de rendre la fonction E2 defective. II est 

20 egalement possible d'introduire des deletions de tout ou partie de la region E2. 

5. Construction du veclew pTG5630 

Le vecteur pTG4667 est digere par I'enzyme SndBl puis religue. On selectionne le 
25 vecteur pTG5613 similaire a pTG4667 mis a part inversion du fragment adenoviral 
SndBl (positions 10307 a 25173) recouvrant une grande partie des sequences 
codantes de la region E2. Cette inversion permet de generer un virus defectif 
incapable de produire les produits d'expression fonctionnels de E2, 

30 Par ailleurs, les sequences codant pour CRE-ER sont isolees par digestion Eco?A et 
traitees par la Klenow avant d'etre introduites en aval du promoteur CMV, donnanl 
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lieu a pTG5625. On obtient le vecteur pTG5630 par recombinaison homologue entre 
le fragment Pocl-BsiEU isole de pTG5625 et le vecteur pTG5617 linearise par ClaL 
pTG5630 est defectif pour les fonctions El et E2, delete de la majeure partie de E3» 
et porte la cassette "promoteur CMV - CRE-ER" a la place de El en orientation 
5 inverse par rapport a I'lTR 5'. 

FXEMPLE 3 : Precede de preparation de particules virales d'un vecteur adenoviral 
par le systeme CRE et loxP. 

10 A, Mise en oeuvre du vecieur pTG4708 et de I'auxiliaire pTG-i707 

Dans cet exemple, on utilise : 

(1) un vecteur adenoviral (pTG4708) defectif pour Tensemble des fonctions 
adenovirals a Texception de E4 et portant les sequences codant pour la 

1 5 recombinase CRE-ER, 

(2) un virus auxiliaire (pTG4707) defectif pour les fonctions El, E3 et E4 et 
conienant deux repetitions directes loxP placees de part et d'autre de la 
region d'encapsidation, et 

(3) la lignee cellulaire de complementation 293 complementant la fonction 
20 El. 

Les vecteurs pTG4707 et pTG4708 sont co-transfectes dans les cellules 293 et 
cultivees dans un premier temps dans un milieu classique ne contenant pas 
d'oestrogene. Les particules virales peuvent etre fomiees dans les cellules qui 

25 compcirtent les deux vecteurs puisqu'ils se complementent mutuellement. En efFet. 
les prcieines E2 sont produites a partir du virus auxiliaire, les proteines E4 a partir 
de vecteur adenoviral et les proteines El sont fournies par la lignee cellulaire. Par 
ailleurs, la proteine hybride CRE-ER est produite sous sa forme inactive puisque le 
milieu de culture n*est pas supplemente en hormone de sorte que le genome du virus 

30 auxiliaire est apte a etre encapside. Les plages ainsi produites contiennent une 
population mixte de virus, une partie contenant le genome du vecteur adenoviral et 
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I'autre partie celui du virus auxiliaire. Cette etape permet une amplification dc la 
quantite de virus dans le but d'ameliorer ies titres. 

L'etape de production selective des particules de vccteur adenoviral est realisee en 
5 introduisant dans le milieu de culture de Testradiol selon Ies conditions detaillees 
dans Metzger et al. (1995, snpra). La presence d'estradiol va permettre d*activer la 
recombinase CRE-ER qui, une fois fonctionnelle, est apte a induire un evenement 
de recombinaison entre ies sequences loxP. Les virus generes dans ces conditions 
sont purifies, I'ADN est isole et la deletion de la region d'encapsidation verifiee soit 
10 par digestion enzymatique ou hybridation a une sonde appropriee compiementaire 
a celle-ci selon la technologic de Southern. 

B. Mise en oeuvre du vecfeitr pTG5630 et de I'auxWaire pTG4707 

15 2,5 a 5 de vecteur pTG5630 sont transfectes dans la lignee 293 dans les 
conditions ciassiques. Le lendemain les cellules transfectees sont surinfectecs par le 
virus auxiliaire AdTG4707 a raison d'environ 0,04 pfii/cellule et cultivees dans un 
milieu DMEM deplete en rouge de phenol (ce dernier etant susceptible de presenter 
une activite oestrogene). Deux conditions de culture ont ete etudiees en parallele ; 
20 milieu supplemente en p- oestradiol (Sigma ; E4389) a une concentration de 10^ et 
10"' M apres le troisieme passage et milieu non supplemente. La culture cellulaire est 
recoltee a 4 jours post-infection et une partie de la recolte amplifiee par passages 
successifs sur des cellules 293 fi-aiches. L'autre partie est conservee pour les analyses 
d'ADN viral. On observe une difference significative de I'etat des cellules selon les 
25 conditions de culture. En effet, la cytophathie est moins prononcee en presence 
d'oestradiol qu*en son absence, ceci a compter du troisieme passage, ce qui laisse 
presager une difference au niveau de la production virale, 

Afin de verifier ce point, TADN des virus produits lors des quatre premiers passages 
30 est isole d'un meme volume de culture, digere par I'enzyme Mwil et analyse par 
Southern a Paide d*une sonde radioactive compiementaire a une sequence en amont 
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de la region E4. Apres hybridation, on visualise un fragment Mtml de 1,7 kb dans 
le cas des vims issus du vecteur pTG5630 et un fragment Miml de 1,1 kb dans le cas 
des virus auxiliaires AdTG4707. Ces conditions permettent d*appr6cier la quantite 
relative de virus d'interet et auxiliaires generes a chaque cycle d'amplification. 

5 

Dans les conditions ou la recombinase CRE-ER est inactive (en absence 
d'oestrogene), on observe une amplification simultanee des deux types de virus se 
traduisant par un signal de plus en plus intense au fur et a mesure des passages. En 
revanche, lorsque le milieu de culture est supplemente en oestradiol, le signal 
10 correspondant au virus auxiliaire diminue alors que celui specifique pour AdTG5630 
augmente a chaque passage. Ces resultats indiquent que I'activaiion de la 
recombinase s'accompagne d'une amplification preferentielle du virus d'interet. 

Uexcision de la region d'encapsidation du virus auxiliaire est mise en evidence par 
15 analyse Southern sur les preparations d'ADN viral digere par Tenzyme A/Ill et en 
mettant en oeuvre une sonde specifique de la region d*encapsidation s*hybridant a un 
fragment de 3,7 kb dans le cas du virus AdTG5630 et a un fragment de soil 800 pb 
dans le cas du virus auxiliaire integre ou 400 pb dans le cas ou les sequences 
d*encapsidation bordees par les sites hx? sont excisees. 

20 

L'intensite du signal correspondant au fragment de 3,7 kb augmente au fur et a 
mesure des cycles d'amplification quelles que soieni les conditions de culture alors 
que celui correspondant au fragment 800 pb ne croit qu'en absence d'oestradiol. Par 
contre, en presence de I'hormone, le signal correspondant au virus auxiliaire 
25 s'affaiblit. A forte exposition, on peut mettre en evidence une bande a 400 pb 
indiquant que la region d*encapsidation des virus auxiliaires est excisee par Taction 
de la recombinase. 

Dans leur ensemble, ces resultats montrent que le systeme CRE-LoxP peut etre 
30 adapte aux adenovirus pour reduire la contamination des preparations adenovirales 
par le virus auxiliaire. 
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EXEMPLE 4 : Constitution d'une lignee stable exprimant la recombinase hybride 

Le vecteur pCre-ER est transfecte, de maniere conventionnelle, dans les cellules 293 
5 en meme temps qu'un vecteur de selection (par exemple pRC-CMV conferant la 
resistance a la neomycine disponible commercialement (Invitrogen), pTG1643 
conferant la resistance a la puromycine decrit dans WO 94/28156). Apres 
transfection, les cellules sont cultivees en milieu selectif contenant rantibiotique et 
on isole les clones resistants (designes 293/CRE-ER) qui sont testes pour leur 
10 capacite k produire un vecteur adenoviral. 

On agit selon la meme technologic pour generer une lignee 1653 (complementant 
les fonctions adenovirales El et E4) exprimant le produit du gene CRE-ER. 

15 Les cellules 293/CRE-ER ainsi generees sont co-transfectees par le virus auxiliaire 
pTG4707 et un vecteur adenoviral recombinant defectif pour toutes les fonctions a 
Texception de E4 (tels que ceux decrits dans WO 94/28 1 52) puis cultivees dans un 
milieu classique de maniere a generer une population mixte et amplifiees de 
particules virales. Apres un certain temps, le milieu de culture est remplace par un 

20 milieu contenant de Toestradiol afin de produire la recombinase sous sa forme active 
et empecher la production de particules virales AdTG4707. 

La lignee 1653/CRE-ER sera utile pour la preparation de vecteurs defectifs pour 
Tensemble des fonctions essentielles (voir WO 94/28 1 56). La technologic employee 
25 est comparable a celle decrite precedemment a savoir : co-transfection par le virus 
auxiliaire pTG4707 et un vecteur adenoviral recombinant minimum, culture en milieu 
selectif non supplemente en oestradiol pendant un temps suffisant puis ajout de 
rhormone dans le milieu de culture et recuperation des panicules virales produites. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM; Transgene S.A. 

(B) RUE: 11, rue de Molsheim 

(C) VILLE: Strasbourg 
(E) PAYS: France 

(Fl CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 88 27 91 00 

(H) TELECOPIE: (33) 88 27 91 11 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Nouveaux virus auxiliaires pour la 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 5 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS -DOS 

(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



preparation de vecteurs viraux recombinants. 



(iii) ANTI-SENS: NON 
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(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Bacteriophage PI 

(B) SOUCHE: loxP (locus de crossing over) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
ATAACTTCGT ATAATGTATG CTATACGAAG TTAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 
(D| CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Saccharomyces cerevisiae 

(B) SOUCHE: FRT 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
GAAGTTCCTA TACTTTCTAG AGAATAGGAA CTTC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Zygosaccharomyces rouxii 

(B) SOUCHE: Site R 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TTGATGAAAG AATACGTTAT TCTTTCATCA A 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 45 pal res de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide de synthese (loxP) 

(B) SOUCHE: OTG6374 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
AGCTATAACT TCGTATAATG TATGCTATAC GAAGTTATCT CGAGA 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 45 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

<vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide de synthese (loxP) 

(B) SOUCHE: OTG6522 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
AGCTTCTCGA GATAACTTCG TATAGCATAC ATTATACGAA GTTAT 



wo 97/05255 



PCT/FR96/01200 



-31- 

Revendications 

1 . Un virus auxiliaire pour la production d*un vecteur viral recombinant defectif 
pour la replication, caracterise en ce qu'il comprend une premiere sequence 

5 de reconibinaison en 5* et une seconde sequence de recombinaison en 3' 

d*une region essentielle a la propagation dudit virus auxiliaire ; lesdites 
sequences de recombinaison etant reconnues par une recombinase. 

2. Un virus auxiliaire selon la revendication I, caracterise en ce qu'il est 
1 0 deficient pour la replication. 

3. Un virus auxiliaire selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 
lesdites sequences de recombinaison sent positionnees en 5' et 3' de la region 
d'encapsidation dudit virus. 

15 

4. Un virus auxiliaire selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
lesdites premiere et seconde sequences de recombinaison sont positionnees 
dans la meme orientation Tune par rapport a I'autre. 

20 5. Un virus auxiliaire selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que 
lesdites premiere et seconde sequences de recombinaison sont selectionnees 
parmi le groupe constitue par les sequences loxP, FRT et R. 

6. Un virus auxiliaire selon Tune des revendications 1 a 5, pour la production 
25 d'un vecteur adenoviral recombinant defectif pour la replication, qui derive 

du genome d'un adenovirus et comprend les ITRs 5' et 3*, une region 
d'encapsidation et au moins un gene viral selectionne parmi les genes des 
regions El, E2, E4 et L1-L5, ledit gene etant defectif dans ledit vecteur 
adenoviral recombinant, caracterise en ce qu'il comprend une premiere 
30 sequence de recombinaison en 5* et une seconde sequence de recombinaison 

en 3* de ladite region d'encapsidation. 
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7. Un virus auxiliaire selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il est 
depourvoi de tout ou partie de la region E 1 et/ou E4. 

8. Un virus auxiliaire selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il 
5 comprend en outre un fragment d'ADN codant pour une recombinase. 

9. Une lignee cellulaire de complementation comprenant un fragment d*ADN 
codant pour une recombinase. 



Une lignee cellulaire de complementation selon la revendication 9 et un virus 
auxiliaire selon la revendication 8, dans lesquels ledit fragment d'ADN code 
pour une recombinase selectionnee parmi le groupe constitue par CRE, 
CRE-ER,FLPetIL 

Une lignee cellulaire de complementation selon la revendication 9 ou 10, 
derivani de la lignee 293. 

Un procede pour preparer une particule virale comprenant un vecteur viral 
recombinant, qui comprend les etapes suivantes : 
20 (a) Preparer un vecteur viral recombinant deficient pour la replication ; 

(b) Preparer un virus auxiliaire selon Tune des revendications 1 a 8 et 10 ; 

(c) Introduire le vecteur viral recombinant et le virus auxiliaire dans une 
lignee cellulaire appropriee ; 

(d) Cultiver ladite lignee cellulaire dans des conditions appropriees pour 
25 permettre la production de la particule virale en presence d'une 

recombinase fonctionnelle capable de reconnaitre lesdites premiere et 
seconde sequences de recombinaison ; et 

(e) Recuperer la particule virale dans la culture cellulaire. 



10 10. 



15 11. 



30 13. Un procede selon la revendication 12, qui comprend en outre une etape 
d'amplification probablement a Tetape (d). 
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14. Un precede selon la revendication 12 ou 13, selon lequel, au cours de I'etape 
(d), la recombinase est ajoutee a la culture cellulaire. 

15. Un precede selon la revendication 12 ou 13, selon lequel ledit virus auxiliaire 
5 est selon la revendication 8 et ladite lignee cellulaire est la lignee cellulaire 

de complementation 293. 

16. Un procede selon la revendication 15, qui comprend les etapes suivantes : 

(a) Preparer un vecteur adenoviral recombinant defectif pour I'ensemble 
10 des fonctions adenovirale a Texceptiori de E4 ; 

(b) Preparer un virus auxiliaire defectif pour les fonctions El et £4 et 
comprenant (i) les sequences LoxP en 5* et en 3' de la region 
d*encapsidation et (ii) un fragment d'ADN codant pour ia 

1 5 recombinase hybride CRE-ER ; 

(c) Introduire ie vecteur viral recombinant et le virus auxiliaire dans une 
lignee cellulaire 293 ; 

20 (d) Culiiver ladite lignee cellulaire dans des conditions appropriees pour 

permettre la production de la particule virale et, apres un temps 
suffisamment long, poursuivre la culture dans un milieu comprenant 
de I'oestradiol ; et 

25 (e) Recuperer la particule virale dans la culture cellulaire. 

17. Un procede selon la revendication 12 ou 13, selon lequel ledit virus auxiliaire 
est selon Tune des revendications 1 a 7 et ladite lignee cellulaire selon Tune 
des revendications 9 a 1 1 . 

30 

18. Un procede selon la revendication 17, qui comprend les etapes suivantes : 
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(a) Preparer un vecteur adenoviral recombinant defectif pour I'ensemble 
des fonctions adenovirales a Texception de E4 ; 

(b) Preparer un virus auxiliaire defectif pour les fonctions El et E4 et 
5 comprenant les sequences LoxP en 5' et 3' de la region 

d'encapsidation ; 

(c) Introduire le vecteur viral recombinant et le virus auxiliaire dans une 
lignee cellulaire 293 comprenant un fragment d*ADN codant pour la 

1 0 recombinase hybride CRE-ER. 

(d) Cuitiver ladite lignee cellulaire dans des conditions appropriees pour 
permettre la production de la panicule virale et, apres un temps 
suffisamment long, poursuivre la culture dans un milieu comprenant 

15 de I'oestradiol ; et 

(e) Recuperer la particule virale dans la culture cellulaire. 

19. Un precede selon Tune des revendications 12 a 18, qui comprend en outre 
20 une etape de purification du vecteur viral recombinant. 

20. Un procede pour preparer une particule virale comprenant un vecteur viral 
recombinant par le moyen d'un virus auxiliaire, selon lequel le rapport 
particules virales de vecteur viral recombinant sur virus auxiliaire est 

25 superieur a 50%, avantageusement superieur a 60%, de preference superieur 

a 70% et, de maniere tout a fait preferee superieur a 80%. 

21. Une particule virale obtenue par un procede selon Tune des revendications 
12 a 20. 

30 

22. Une cellule hote eucaryote comprenant une particule virale selon la 



wo 97/05255 



PCT/FR96/01200 



-35- 

revendication 2-1. 

23. Une composition pharmaceutique comprenant a titre d*agent therapeutique 
ou prophylactique une particule virale selon la revendication 21 ou une 

5 cellule hote eucaryote selon la revendication 22, en association avec un 

support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

24. Particule virale selon la revendication 21 ou cellule hote eucaryote selon la 
revendication 22 pour utilisation comme medicament. 

10 
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